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PBS：Phosphate buffered saline 
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する感受性が高い可能性があるためである (Nagel, 2002; Russell et al., 1999; von 










































価対象とした。CA 阻害剤は、哺乳類の胎児に対し細胞内 pH 制御機能を破たんさせ骨
形成異常や心臓奇形を誘発することが報告されている (Scott et al., 1990)。CA は魚類
の初期胚においても多数の組織に局在し、器官や臓器形成や発達に大きく貢献する酵















合物は哺乳類の神経発達に影響を示し神経管閉鎖阻害作用を引き起こす報告 (Nau et 

















(独 )理化学研究所から分譲された 5～10 か月齢の雌雄のゼブラフィッシュ (RIKEN 
WT, Danio rerio) を用いた。  
 
飼育条件  
飼育には流水式水槽 (名東水園 )を用い、水温 28.5 ℃、光条件 (明 14 時間、暗 10 時





た。得られた受精卵はシャーレに移し 10%クロラミン T 含有 0.3×Danieau’s 
solution [17.4 mM NaCl, 0.21 mM KCl, 0.12 mM MgSO 4, 0.18 mM Ca(NO3)2, 1.5 
mM HEPES pH 7.2; Gustafson et al., 2012]にて消毒した後、0.3×Danieau’s 
solution で 3 回洗浄した。洗浄後 28℃で受精後 6 時間までインキュベートした。  
 
化合物暴露  
受精 6 時間後に実体顕微鏡下で正常発生している胚を 24well plate に移し (1 
embryo/well)、DMSO に溶解した化合物を添加した。DMSO 濃度は 0.1%(v/v)となる


















化合物名  作用  製造元  
エトキシゾルアミド
(EZA) 
CA 阻害  シグマアルドリ
ッチ  
アセタゾルアミド (AZA) CA 阻害  シグマアルドリ
ッチ  
ドルゾルアミド (DZA) CA 阻害  東京化成  
アナストロゾール  アロマターゼ阻害  東京化成  
レトロゾール  アロマターゼ阻害  東京化成  
フルタミド  アンドロゲン受容体 (AR)阻害  シグマアルドリ
ッチ  








TPO 阻害剤  シグマアルドリ
ッチ  
















タゾルアミド (AZA)、ドルゾルアミド (DZA)をゼブラフィッシュ胚の受精後 6 時間か
ら 5 日目まで暴露した。3 化合物ともに耳石低形成、浮腫、遊泳不良等の影響を示
し、その中で最も影響が強かったのは EZA であった。EZA は 0.63 ppm 以上の濃度




石低形成と遊泳不良がみられた。0.039 ppm では異常はみられなかった (Table 1, 
Fig. 1)。AZA は 500 ppm においても死亡はみられなかったが、耳石低形成および遊
泳不良がみられた。それら影響は 130 ppm でもみられ、16 ppm 以下は全例が正常
に発生した (Table 2, Fig. 1)。DZA も 500 ppm においても死亡はみられなかった
が、耳石低形成および遊泳不良が全例で、心臓浮腫と卵黄嚢浮腫が 92%、アゴ形態
異常が 25%、脊索弯曲が 8%みられた。250 ppm でも同様の所見がみられたが、アゴ
形態異常や浮腫の発生頻度は 500 ppm に比べ低下した。耳石低形成と遊泳不良は
3.9 ppm においても全例でみられ、2.0 ppm でも 17%、0.49 ppm では遊泳不良が





ゾールは 250 ppm で死亡が 8%、未孵化が 91％、心臓及び卵黄嚢浮腫、遊泳不良を
併発した個体が 8%であった。130 ppm では未孵化 17%、孵化遅延がみられた個体に
心臓、卵黄嚢および頭部に浮腫がみられ、遊泳にも異常がみられた。 62 ppm におい
ても未孵化が 8%、孵化遅延が 9%、心臓浮腫が 9%で発生した。31 ppm 以下では異
常個体はみられなかった (Table 4, Fig. 2)。一方でレトロゾールは供試した全ての濃
度で影響はみられなかった (Table 5)。  
雄性ホルモンであるアンドロゲンの受容体結合阻害剤であるフルタミドを暴露し
た胚は 5 および 10 ppm で全例が死亡したが、2.5 ppm 以下では死亡はみられなかっ
た。2.5 ppm で遊泳不良が 92％、心臓浮腫が 8％みられたが、それ以下の濃度は正




暴露した胚では 50 および 100 ppm で全例が死亡した。25 ppm では心拍低下が
45%、耳石低形成が 100%、脊索弯曲が 64%、心臓浮腫が 91%、卵黄嚢浮腫が
100%、尾びれ形態異常が 9%、遊泳不良が 100%みられた。13 ppm では遊泳不良が




ウレア (PTU)をゼブラフィッシュ胚に暴露したところ、2.6 ppm では全例が孵化遅延
および色素欠乏を生じ、心臓浮腫および遊泳不良が 17％でみられた。1.3 ppm では
孵化遅延が 27%みられたものの、孵化後は正常に発生した (Table 8, Fig. 3)。  
メルカプトメチルイミダゾール (MMI)は 7.5 ppm を暴露した胚で全例未孵化がみ
られ、脊索弯曲が 8%で生じたが、それ以下の濃度では異常はみられなかった (Table 
9, Fig. 3)。  
エチレンチオウレアは 25000 ppm で全例、5000 ppm で 25%死亡がみられた。
5000ppm の生存例は全例未孵化であった。1000 ppm では遊泳不良が 8%みられた





よび 10 ppm では全例死亡し、2.5 ppm では半数例死亡した。2.5 ppm の生存例は
未孵化が 17%、心拍低下が 20%、体躯矮小が 80%、脊索異常が 100%、心臓および
卵黄嚢浮腫が 100%、頭部および全身浮腫が 20%、遊泳不良が 100％の個体でみられ
た。1.3 ppm でも心拍低下、ヒレ低形成、遊泳不良の発生頻度は高かった (Table 11, 
Fig. 4)。  
オランザピンは 50 および 100 ppm で全例胚死亡がみられた。25 ppm の致死率は
8%であり、生存例は未孵化が 9%、脊索異常が 45％、脊索弯曲が 27％、アゴ形態異
常が 73%、心臓浮腫が 55%、卵黄嚢浮腫が 18%、遊泳不良が 91%みられた。13 ppm










EZA であり、EC50 である 0.08ppm において耳石低形成や遊泳不良が生じた (Table 
1)。CA 阻害剤である AZA および DZA を暴露した胚においても耳石低形成および遊
泳不良がみられており形態学的にも類似性が認められた (Table 1-3, Fig. 1)。成魚の
内耳石灰化には内耳上皮細胞に発現する CA が関与すると報告があり (Tohse et al., 
2004；  Tohse et al., 2006)、胚発達期にも同様に耳石低形成がみられたのではない
かと考えられた。  
性ホルモンであるエストロゲンやアンドロゲンはゼブラフィッシュ胚発生過程に
おいて骨形成や脳や眼球などの組織形成に寄与する (Fushimi et al., 2009；  

































































Table 1 エトキシゾルアミドによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (％) (％)
0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
0.039 0 92 0 0 0 0 0 0 0 8
0.078 0 50 17 0 0 0 0 0 0 50
0.156 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
0.31 0 0 100 0 0 0 17 17 17 100
0.63 17 0 100 33 20 40 50 90 100 100
1.3 83 0 100 50 50 100 100 100 100 100





























Table 2 アセタゾルアミドによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (%) (%)
0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
3.9 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
7.8 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
31 0 83 0 0 0 0 0 0 0 17
62 0 67 17 0 0 0 0 0 0 33
130 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
250 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100







































Table 3 ドルゾルアミドによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (%) (%)
0 8 92 0 0 0 0 0 0 0 0
0.49 0 92 0 0 0 0 0 0 0 8
0.98 8 91 0 0 0 0 0 0 0 9
2.0 0 58 17 0 0 0 0 0 0 42
3.9 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
7.8 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
16 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
31 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
63 0 0 100 0 0 0 25 0 0 100
125 0 0 100 0 0 0 50 0 0 100
250 0 0 100 0 17 0 83 33 0 100

















































































0 0 100 0 0 0 0 0 0
16 0 100 0 0 0 0 0 0
31 0 100 0 0 0 0 0 0
62 0 17 8 9 9 0 0 0
130 0 75 17 10 10 10 10 10



































Table 5 レトロゾールによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (%) (%)
0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
3.9 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
7.8 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 92 0 8 0 0 0 0 0 0
31 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
62 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0























































0 0 100 0 0
0.625 0 100 0 0
1.25 0 100 0 0
2.5 0 92 8 92
5 100 0 - -



































Table 7 フィナステリドによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (%) (%)
0 0 92 0 0 0 0 0 0 8
6.3 0 100 0 0 0 0 0 0 0
13 0 67 0 0 0 0 0 0 33
25 8 0 45 100 64 91 100 9 100
50 100 - - - - - - - -






















Fig. 2 性ホルモンに作用する化合物によるゼブラフィッシュ胚への影響  
フィナステリド 25 ppm 
(心臓・卵黄嚢浮腫、脊索弯曲 ) 
アナストロゾール 130 ppm 
(未孵化、心臓浮腫 ) 
フルタミド 2.5 ppm  


























Table 8 プロピルチオウレアによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (%) (%)
0 0 92 0 0 0 8
0.33 0 100 0 0 0 0
0.65 0 100 0 0 0 0
1.3 0 73 27 0 0 0











































Table 9 メルカプトメチルイミダゾールによるゼブラフィッシュ胚への影響  
致死率 正常な胚
(ppm) (%) (%)
0 0 100 0 0
0.06 0 100 0 0
0.3 0 100 0 0
1.5 0 100 0 0













































0 0 92 0 8
200 0 100 0 0
1000 0 92 0 8
5000 25 0 100 -










































PTU 2.6 ppm  
(孵化遅延、色素欠乏 ) 
MMI 7.5 ppm  
(未孵化 ) 
エチレンチオウレア 
25000 ppm  
(未孵化 ) 































0 0 92 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8
0.31 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.63 0 92 0 0 8 0 0 8 0 0 0 0 8
1.3 8 36 0 45 0 0 0 64 9 9 0 0 64
2.5 50 0 17 20 80 100 0 0 100 100 20 20 100
5 100 0 - - - - - - - - - - -




未孵化 心拍低下 体躯矮小 脊索異常
アゴ
形態異常
ヒレ低形成 心臓浮腫 卵黄嚢浮腫 頭部浮腫 全身浮腫 遊泳不良






























0 8 87 9 0 0 0 0 0 9
6.3 0 87 8 0 0 0 0 0 8
13 0 33 8 17 0 42 0 0 67
25 8 0 9 45 27 73 55 18 91
50 100 0 - - - - - - -














































Fig. 4 ロキサピンによるゼブラフィッシュ胚への影響  
ロキサピン 1.3ppm ヒレ低形成  




Table 13 各化合物のゼブラフィッシュ胚に対する LC50 および EC50  
化合物 作用 LC50　(ppm) EC50　(ppm)
EZA CA阻害 0.89 0.08
AZA CA阻害 > 500 67.8
DZA CA阻害 > 500 2.1
Anastrozole アロマターゼ阻害 > 250 200
Letrozole アロマターゼ阻害 > 130 > 130
Flutamide AR結合阻害 5 1.8
Finasteride 5α レダクターゼ阻害 30 13
PTU TPO阻害 > 2.6 1.4
MMI TPO阻害 > 7.5 7.2
エチレンチオウレア TPO阻害 5900 1400
ロキサピン ドパミンR・セロトニンR結合阻害 2.5 1.2









組織でイオン輸送や pH 調節等生体の恒常性維持に貢献している。脊椎動物では 18 種
のアイソフォームが存在し、機能や局在はそれぞれ異なる (Gilmour et al., 2009； Sly 
and Hu, 1995; Chegwidden and Carter, 2000; Hilvo  et al., 2008)。ゼブラフィッシ
ュにおいても、鰓、肝臓、心臓、腎臓、表皮、脳、尾等多くの組織に局在し、胚発達
過程においては器官や臓器形成や発達に大きく貢献する酵素である (Aspatwar, 2013; 
Lin et al., 2008; Liao et al., 2009; Ito et al., 2013)。成魚では内耳のイオノサイトお
よび扁平上皮細胞に発現し耳石石灰化に寄与する (Tohse et al., 2004；  Tohse et al., 
2006；  Shaio et al.；  2005; Beier and Anken, 2006)。胚発達期における報告は限ら
れており、cichild fish で初期胚から CA が内耳上皮細胞のイオノサイトに活性がみ
られ、内リンパ液へのイオン供給や pH 維持に寄与していると報告されているに留ま







内耳に発現がみられている 8 種の CA アイソフォームについて内耳および胚全体での









(独 )理化学研究所から分譲された 5～10 か月齢の雌雄のゼブラフィッシュ (RIKEN 
WT, Danio rerio) を用いた。  
 
飼育条件  
飼育には流水式水槽 (名東水園 )を用い、水温 28.5 ℃、光条件 (明 14 時間、暗 10 時





た。得られた受精卵はシャーレに移し 10%クロラミン T 含有 0.3×Danieau’s 
solution [17.4 mM NaCl, 0.21 mM KCl, 0.12 mM MgSO4, 0.18 mM Ca(NO3)2, 1.5 
mM HEPES pH 7.2; Gustafson et al., 2012]にて消毒した後、0.3×Danieau’s 
solution で 3 回洗浄した。洗浄後 28℃で受精後 6 時間までインキュベートした。受
精 6 時間後に実体顕微鏡下で正常発生している胚を 24 well plate に移した (1 
embryo/well)。各実験の観察日またはサンプリング日まで 28℃でインキュベートし
た。   
 
走査型電子顕微鏡標本の作製  
各発生ステージの胚 (1, 2, 3, 5 dpf)をトリカイン過麻酔で安楽死させ、2.5%グルタル






各発生ステージの胚 (1, 2, 3, 5 dpf)をトリカインで麻酔し、実体顕微鏡 (M125, Leica)
下で耳石面積を測定した。面積測定には ImageJ software (version 1.49, National 





耳石の Calsein 染色  
各発生ステージの胚 (1, 2, 3, 5 dpf)を 0.2% Calcein 水溶液にて 30 分間染色し、蒸留
水で洗浄し、トリカイン過麻酔で安楽死させ、耳石を摘出した。摘出した耳石は蛍光
顕微鏡 (Leika DM2500)にて観察した。  
 
耳石面積の測定  
各発生ステージの胚 (1, 2, 3, 5 dpf)をトリカインで麻酔し、実体顕微鏡 (M125, Leica)
下で耳石面積を測定した。面積測定には ImageJ software (version 1.49, National 
Institutes of Health)を用いた。  
 
組織標本作成  
各発生ステージの胚 (1, 2, 3, 5 dpf)をトリカイン過麻酔で安楽死させ、10%中性ホル
マリン緩衝液にて 1 週間程度固定させた。常法に従い、パラフィン切片 (厚さ 3μm)を
作製し、HE 染色、von KOSSA 染色もしくは免疫組織化学染色を施し、光学顕微鏡
にて観察した。  
 
Morpholino oligonucleotide のマイクロインジェクション  
Ito らの方法に従い、CA2a および CA15a に対する Antisense Morpholino 





脱パラフィンした切片を水洗し、1mM EDTA(pH 9.0)にて 20 分間電子レンジにて加
熱し抗原を賦活化させた。0.25%Triton を含む PBS（PBST）にて 5 分間 3 回洗浄
後、0.5%過酸化水素を含むメタノールで 30 分間反応させ、PBST にて洗浄し、次に
1%ヤギ血清を含む PBST で 30 分間反応させ非特異的反応を抑制させた。CA2a もし
くは CA15a に対する抗ウサギ血清 (Ito et al., 2013; 東京工業大学 理工学院 中村
信大氏より供与いただいた )を 30 分間反応させ、PBST にて洗浄した。次に、二次抗
体ならびにその発色には、Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratories)、Vector 
SG peroxidase substrate kit (Vector Laboratories)を用い、二次抗体を 30 分間反応
させた後、PBST で洗浄し発色試薬を反応させた。切片を水洗し、エタノールおよび






各発生ステージの胚 (1, 2, 3, 5 dpf)をトリカイン過麻酔で安楽死させ、耳石を単離し
た。単離した耳石に 1N 塩酸を加え溶解させ、8N KOH にて pH12～13 に調製し
た。NN 指示薬 (同仁化学 )を数滴滴下後 EDTA にて滴定し、カルシウム濃度を求め
た。  
 
Real-time PCR 法による胚および内耳 CAmRNA の定量  
3 および 5 dpf の胚もしくは単離した内耳 (いずれも約 40 匹分 )から Nucleo spin 
reagents(タカラバイオ )を用いて Total RNA を抽出した。抽出した RNA は濃度およ
び純度を測定した後、Primescript RT reagent kit(タカラバイオ )にて cDNA を合成
した。Real-time PCR にて CA アイソフォーム (CA2a、2b、7、8、9、12、14、15a)







される硬組織であることが知られている (Radtke and Dean, 1982; Murayama et al., 
2002；  Inoue et al., 2013)。ゼブラフィッシュの内耳形成は受精後 1 日よりみら
れ、耳胞となるくぼみが形成され、その中に 2 つの耳石 (卵形嚢耳石、球形嚢耳石 )が
観察された。孵化がみられる受精後 3 日には、耳胞部に嚢状構造が観察され、球形






5 日では耳胞の内腔がさらに拡張し、内柱の伸長もみられた (Fig. 4)。  
耳石も成長しカルシウム濃度は受精後 3 日に比べ 1.7 倍増加し、耳石石灰化が急速
に進んでいることが確認された (Fig. 5, 6)。  
 





素 (CA)や Cl -/HCO3-transporter を介し供給される (Tohse et al., 2001)。ゼブラフィ
ッシュの内耳における CA 発現や局在に関する報告はほとんどないため CA2a および
CA15a 抗体を用い (Ito et al., 2013)、ゼブラフィッシュ胚発生過程における内耳上皮
細胞の CA の発現および局在を確認した (Fig. 7)。受精後 1 日では CA2a、CA15a い
ずれもほとんど発現していなかったが、耳石に部分的なカルシウム沈着がみられた受
精後 2 日には、CA2a、CA15a が有毛細胞およびイオノサイトに発現していることが
確認された。細胞質タンパクである CA2a は有毛細胞全体に染色性がみられ、膜貫通
領域を有する CA15a は有毛細胞頂端部および底部に局在していた。有毛細胞の発現
量は CA15a に比べ CA2a の方が高かったが、イオノサイトの発現量は CA2a、





って、MO 標本からも CA2a および CA15a の局在を確定されることができた。次に
その他 CA アイソフォームの発現を確認するために受精後 3 日もしくは 5 日の内耳お
よび胚から Total RNA を抽出し、Real-time PCR にて CA2a, 2b, 7, 8, 9, 12, 14, 
15a の計 8 遺伝子の発現量を調べた (Fig. 8)。胚全体では受精後 3 日および 5 日にお
いて評価した全ての遺伝子がほぼ同等の発現量を示し、CA2a、2b の発現量が他アイ
ソフォームより高かった。さらに内耳を単離して調べたところ、内耳でも CA2a およ
び CA2b の発現量が高く、CA12 および CA14 は受精後 3 日の時点に比べ受精後 5 日






成され 2 つの耳石 (卵形嚢耳石、球形嚢耳石 )も観察された。2 日目には耳石にカルシ
ウム沈着が確認され、その後孵化以降急速に石灰化が進行した (Fig. 1-4)。また耳石
石灰化開始と同時期に内耳上皮細胞には CA2a および 15a の発現がみられており、
これら CA の発現が内リンパ液への重炭酸イオン供給に寄与し石灰化を進行させてい
ると推察された (Fig.5-7 )。細胞質タンパクである CA2a は内耳上皮細胞の有毛細胞
全体、およびイオノサイトに発現し、膜タンパクである CA15a は有毛細胞の頂端部
および底部、およびイオノサイトに局在していた (Fig. 7)。魚類の内耳における CA
の局在についての報告は限られている。先行研究ではサーモンやニジマスの成魚、
Cichild fish 胚ではイオノサイトに CA の発現が確認されているが、有毛細胞に CA
は局在していない (Tohse et al., 2006, Mayer-Gostan et al., 1996)。しかしながら、
ゼブラフィッシュ成魚には CA が有毛細胞に発現しており (Shiao et al., 2005)、CA
の局在は種間差がある可能性が示唆されている。本研究ではゼブラフィッシュの内耳
有毛細胞に CA が発現することを示した先行研究を支持し、さらに CA2a および 15a
というアイソフォームを確認した初めての報告である。  
マウスの胎児および新生児の内耳上皮有毛細胞には CA2 および CA11 が局在する
ことが確認されており (Wu et al., 2012)、音を感知する際に繊毛先端部でのイオン輸
送や細胞内酸塩基平衡に関与すると報告されている (Wu et al., 2012; Okamura et 
al., 1996)。ゼブラフィッシュで有毛細胞に確認された CA2a は哺乳類有毛細胞に存
在する CA と相同性が高く、ゼブラフィッシュの聴覚や平衡覚の機能制御に関与して
いる可能性があると考えられた。今後は CA の機能および CA を介し産生される





















Fig. １ ゼブラフィッシュ胚および内耳の発達  
 




























Fig. 2 走査型電子顕微鏡によるゼブラフィッシュ胚の観察  
 
ゼブラフィッシュ胚 (1, 2, 3, 5 dpf)を固定・凍結乾燥後、オス






















































Fig. 4 ゼブラフィッシュ胚発生過程における耳石石灰化  
 
ゼブラフィッシュ胚 (1, 2, 3, 5 dpf)を常法にてパラフィン包埋し、耳胞の
横断面にて切片を作製し HE 染色もしくは von KOSSA 染色 (カルシウ








































Fig. 5 ゼブラフィッシュ胚から単離した耳石と Calcein 染色  
 

































Fig. 6 ゼブラフィッシュ胚発生過程における耳石中のカルシウム濃度  
 
ゼブラフィッシュ胚 (1, 2, 3, 5 dpf)より耳石を単離し、EDTA 滴定法にて胚





























Fig. 7 ゼブラフィッシュ胚発生過程における CA2a および CA15a の発現  
 
ゼブラフィッシュ胚 (1, 2, 3, 5 dpf)を常法にてパラフィン切片を作製し免疫






























Fig. 8 ゼブラフィッシュ胚に発現する CA アイソフォーム mRNA 発現量  
 
3 dpf もしくは 5 dpf のゼブラフィッシュ胚から Total RNA を抽出した。 
ｃDNA を合成した後、Real time-PCR にて CA アイソフォームの定量を















Fig. 9 ゼブラフィッシュ内耳に発現する CA アイソフォーム mRNA 発現量  
 
3 dpf もしくは 5 dpf のゼブラフィッシュから内耳を単離し Total RNA を抽







第三章 炭酸脱水酵素阻害剤がゼブラフィッシュ胚発達に及ぼす影響  
 
 背景  
イオン輸送や pH 調節等の生体の恒常性維持に貢献している炭酸脱水酵素 (CA)は、
Cu や As 等の重金属、殺菌剤や殺虫剤等の農薬、てんかん薬や抗菌薬等の医薬品など
複数の化合物により阻害されることが示されている (Dogan et al., 2006； Topal et 
al., 2014)。その作用機序は細胞や組織へのイオン供給阻害や酸塩基バランスの破たん
により細胞増殖抑制や細胞死誘導が生じると考えられているが (Mugiya, 1974; 














(独 )理化学研究所から分譲された 5～10 か月齢の雌雄のゼブラフィッシュ (RIKEN 
WT, Danio rerio) を用いた。  
 
飼育条件  
飼育には流水式水槽 (名東水園 )を用い、水温 28.5 ℃、光条件 (明 14 時間、暗 10 時




本試験に用いた化合物はエトキシゾルアミド (EZA, シグマアルドリッチ )、アセタゾ




た。得られた受精卵はシャーレに移し 10%クロラミン T 含有 0.3×Danieau’s 
solution [17.4 mM NaCl, 0.21 mM KCl, 0.12 mM MgSO 4, 0.18 mM Ca(NO3)2, 1.5 
mM HEPES pH 7.2; Gustafson et al., 2012]にて消毒した後、0.3×Danieau’s 
solution で 3 回洗浄した。洗浄後 28℃で受精後 6 時間までインキュベートした。  
 
化合物暴露  
受精 6 時間後に実体顕微鏡下で正常発生している胚を 24well plate に移し (1 
embryo/well)、DMSO に溶解した化合物を添加した。DMSO 濃度は 0.1%(v/v)となる
よう添加した。対照群には 0.1%(v/v)となるよう DMSO を添加し、いずれも 5 日間
28℃でインキュベートした。   
 
胚の形態観察  









対照および化合物を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚を光照射下で遊泳行
動量の評価を行った。行動量は 1 分間×3 回、実体顕微鏡 (M125, Leica)に接続した
カメラ (DP71, オリンパス光学工業 )にて撮影し、解析には ImageJ software 
(version 1.49, National Institutes of Health)を用い、総移動距離を算出した。  
 
成魚への化合物暴露  
10～12 か月齢の雌雄のゼブラフィッシュ (RIKEN WT, Danio rerio) に 5 日間化合物
を暴露し、生死、遊泳を評価した。  
 
CA 酵素活性の測定  
対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚をホモジナイズし、サ
イトゾル分画を得た。Tohse らの方法に従い、酵素活性を測定した。  
 
体表 pH の測定  




対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚をトリカイン過麻酔で
安楽死させ、2.5%グルタルアルデヒドにて一晩固定した。50％ -70％ -90％ -95％ -
99％ -100%エタノールで段階的に脱水し、 t-ブチルアルコールに置換させた後、凍結
乾燥させた。凍結乾燥したサンプルをオスミウム酸で後固定し、走査型電子顕微鏡
（JCM-5700, 日本電子 )にて観察した。  
 
耳石の Calsein 染色  
対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚を 0.2% Calcein 水溶
液にて 30 分間染色し、蒸留水で洗浄しトリカイン過麻酔で安楽死させ耳石を摘出し
た。摘出した耳石は蛍光顕微鏡 (DM2500, Leica)にて観察した。  
 
組織標本作成  
対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚をトリカイン過麻酔で
安楽死させ、10%中性ホルマリン緩衝液にて 1 週間程度固定させた。常法に従い、パ





対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚をトリカイン過麻酔で
安楽死させ、耳石を単離した。単離した耳石に 1N 塩酸を加え溶解させ、8N KOH




対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚をアクリジンオレンジ





対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚に 3 種の染色試薬にて
有毛細胞の染色を行った。DASPEI もしくは YO-PRO-1 (Thermo Fosher Scientific)
は 3μM を含む 0.3×Danieau’s solution で 15 分間、FM1-43 (Thermo Fosher 
Scientific)は 3μM を含む 0.3×Danieau’s solution で 30 秒間インキュベートし染色
した。各染色を施した後、トリカイン過麻酔で安楽死させ、蛍光顕微鏡にて観察し
た。Parvalbumin 抗体を用いた染色は、稚魚を 4%パラホルムアルデヒド含有 PBS
にて 4℃で一晩固定させ、蒸留水で洗浄後 0.1%Triton および 0.5%ヤギ血清を含む
PBS でブロッキングさせた。続いて、抗 Parvalbumin 抗体  (Merck Millipore, 
1:500)を 1%ヤギ血清含有 PBS にて 4℃で一晩反応させた。PBS にて洗浄後、二次抗




DASPEI にて有毛細胞を染色したサンプルについて Neuromast 中の有毛細胞数を蛍
光顕微鏡下で計測した。計測対象とした Neuromast は PO, SO1-3, O, OC, D1-2, M, 
IO1-3, OP, P1-2 とした。  
 
Real-time PCR 法による細胞死に関連する遺伝子の定量  
対照および EZA を受精後 6 時間から 5 日目まで暴露した稚魚 (約 40 匹分 )から
Nucleo spin Reagents(タカラバイオ )を用いて Total RNA を抽出した。抽出した
RNA は濃度および純度を測定した後、Primescript RT reagent kit(タカラバイオ )に
て cDNA を合成した。Real-time PCR にて細胞死に関連する遺伝子 (Bcl-2, Bid, NF
51 
 
κB p65, Caspase3, Caspase8, Caspase9, p53, p21, p27)の発現量を定量した。その





スルホンアミド系 CA 阻害剤によるゼブラフィッシュ胚、成魚に及ぼす影響  




る (Nagel et al., 2002)。胚発達過程と成魚への影響を比較するため最も胚毒性が強い
EZA と胚毒性が弱い AZA を成魚に暴露した。成魚への暴露期間は、胚への暴露と同
じ 5 日間とし半数致死濃度 (LC50)と半数影響濃度 (EC50)を算出した (Table 1)。その結
果、EZA の成魚に対する LC50 は 10 ppm 以上であり、胚に対して 10 倍以上高かっ
た。一方で AZA は胚と同様に 500 ppm でも死亡はみられなかった。遊泳への影響は
EZA 10 ppm および AZA 500 ppm では方向感覚を失い上下方向への異常な遊泳を示
した。その作用は成魚に比べ稚魚で強く、明らかな感受性差がみられた (Fig. 2)。胚
の化合物暴露による遊泳行動への影響を定量的に計測するため、化合物を受精後 6
時間から 5 日目まで暴露した後、光照射下で 1 分間の行動量を測定した。0.63 ppm 
EZA 暴露した稚魚は、体勢を崩し横たわり、方向感覚を失い円を描くように遊泳し
た。行動量の低下は用量依存的にみられ、耳石低形成がみられた 0.31 ppm におい
ても行動量の低下は有意であった。同様に AZA や DZA も濃度依存的に行動量が低
下した。  
EZA と AZA の胚毒性の感受性差の要因を調べるために化合物を受精後 6 時間から
5 日目まで暴露し化合物取り込み量とサイトゾル分画の CA 酵素活性を測定した (Fig. 
3)。その結果、化合物取り込み量は EZA で暴露量の約 3.5 倍蓄積していたのに対
し、AZA は暴露量に対し約 0.0092 倍しか存在しなかった。また CA 阻害活性の IC50
は EZA が 0.11 ppｍ、AZA が 80ppm であり、耳石形成や遊泳不良に対する影響濃度
と差のない値であった。  
 
EZA によるゼブラフィッシュ耳石形成における石灰化の抑制  
CA 阻害剤による耳石形成への影響が低濃度までみられたため最も影響の強かった







ろ、EZA 暴露により受精後 3 日では約 50%、受精後 5 日では約 40%まで低下してい
ることが明らかとなった (Fig.4)。  
 
EZA によるゼブラフィッシュ胚の pH 変動および細胞死の検出  
CA 阻害剤は細胞内の pH を上昇させ、その結果として細胞や組織、個体のホメオ
スタシスが破たんさせ、石灰化や骨化、器官・組織形成不全を引き起こすと言われて
いる (Postel et al.,2012)。EZA を暴露したゼブラフィッシュ胚の体表 pH は EZA 暴




性があると報告されている（Stawiki et al., 2014）。そこで EZA により有毛細胞へ
傷害が起こっているかを確認するために HE 染色で組織学的変化を観察し、さらにア
クリジンオレンジ／エチジウムブロマイド染色、TUNEL 染色を施しアポトーシスを




耳上皮細胞、特に支持細胞に TUNEL 陽性が検出された。  
 
EZA による内耳有毛細胞傷害の解析およびアポトーシス関連遺伝子の関与  
EZA により異常のみられる内耳にアポトーシスが検出されたことから、有毛細胞
への影響の有無を調べるため蛍光色素にて有毛細胞を染色し評価した (Fig. 7)。
Mitochondrial 色素である DASPEI 試薬にて Neuromast 中の有毛細胞を染色し、有
毛細胞数を計測した。計測した Neuromast は PO, SO1-3, O, OC, D1-2, M, IO1-3, 
OP, P1-3 のうち、内耳にある Neuromast である O(Otic hair cells)のみ EZA により
有毛細胞数が減少していることが示された。さらに mechanotransduction channels
のマーカーである FM1-43FX や抗 parvalbmin 抗体における染色においても内耳の
有毛細胞数が減少していることも明らかとなった。  
このような内耳有毛の細胞死は、いくつかの耳毒性を誘発する化合物にて認めら
れており、難聴等を引き起こすことが知られている (Coffin et al., 2013)。EZA にお
いてはどのような機序で有毛細胞に影響を示すかアポトーシス関連遺伝子や細胞周期
に関わる遺伝子群の発現変動を調べた (Fig. 8)。EZA を処理した胚では Bcl-2, p53, 
p21, p27 の発現量が対照群に対し増加していることが明らかとなった。EZA により










成、遊泳異常を引き起こし、特に最も阻害作用の強い EZA は 0.08 ppm でもその影
響がみられた。スルホンアミド系 CA 阻害剤のゼブラフィッシュ胚発達過程における
影響差を比較したところ、耳石形成や遊泳行動に対する影響は EZA が AZA に比べ
350 倍程度強いという結果となった。スルホンアミド系 CA 阻害剤はスルホンアミド
側鎖や脂溶性が薬効に大きく寄与するという報告がある (Mohammed, 2013)。スルホ
ンアミド基の pKa(pH7.4)は AZA で 9.1、EZA で 8.0 と大きな差はないが、脂質分配
係数はアセタゾルアミドの 0.001 に比べエトキシゾルアミドは 30 であり脂溶性が非
常に高く、この特徴がゼブラフィッシュ胚に対する影響差にも大きく関与しているの
ではないかと考えられた。実際に、胚中への取り込みは、エトキシゾルアミドが暴露
量の約 3.5 倍胚に蓄積していたのに対し、アセタゾルアミドは暴露量の 0.0092 倍し




ないため、化学物質への感受性が高いとのこれまでの見解を (Nagel, 2002; Russell 
et al., 1999; von Westernhagen, 1988, Braunbeck et al., 2005; Lammer et al., 
2009; Seiler et al., 2014)、本研究結果は実証するデータとなった。  










損傷が生じることも明らかにした。内耳上皮細胞では CA2a および 15a が発現する
有毛細胞や支持細胞には核や細胞質の濃縮、空胞変性が生じアポトーシス様の組織変
化が観察され、聴覚や平衡覚の消失がみられ、アポトーシス関連遺伝子発現変動が確






薬の阻害作用点である CA を阻害する EZA を選抜し毒性作用機序解明を試みた。
EZA は脂溶性が高く、体表からの化合物取り込み量が高いため、胚や稚魚のような
未発達な個体に高い毒性を示すことを示した。さらに最も顕著な影響を示した内耳で























































Table 1  CA 阻害剤のゼブラフィッシュ稚魚および成魚に対する 
LC50 および EC50 の比較  
LC50　(ppm) EC50　(ppm) LC50　(ppm) EC50　(ppm)
EZA 0.89 0.08 > 10 7.5

























Fig. 2 スルホンアミド系 CA 阻害剤によるゼブラフィッシュの遊泳行動量  
 
CA 阻害剤を暴露したゼブラフィッシュ稚魚 (5 dpf)を光照射下で 1 分間の
































Fig. 3 スルホンアミド系 CA 阻害剤による化合物取り込み量および酵素活性  
 
CA 阻害剤を暴露したゼブラフィッシュ稚魚 (5 dpf)の化合物取り込み量を測定




























Fig. 4 EZA によるゼブラフィッシュ胚の耳石石灰化に対する影響  
 
EZA 0.31ppm を暴露したゼブラフィッシュ(5dpf)の組織標本の KOSSA 染
色（A）、走査型電子顕微鏡像 (B)および単離耳石のカルセイン染色 (C)。
EZA 0.31ppm を暴露したゼブラフィッシュ胚 (3 および 5dpf)から単離した



























Fig. 5 EZA によるゼブラフィッシュ胚の体表ｐH 変化  
 
EZA(0.31、0.63、1.3ppm )を暴 露したゼブラフィッシュ (5dpf)































Fig. 6 EZA によるゼブラフィッシュ胚のアポトーシス誘導  
 





（B） EZA 0.31ppm を暴露したゼブラフィッシュ(5dpf)の
内耳組織切片を作成し、HE 染色、TUNEL 染色、CA2a











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fig. 8 EZA がゼブラフィッシュ胚のアポトーシス関連遺伝子  
および細胞周期に関わる遺伝子群の発現に及ぼす影響  
 
EZA 0.31ppm を暴露したゼブラフィッシュ(5dpf)胚から Total RNA を抽出
した。ｃDNA を合成した後、Real time-PCR にてアポトーシスおよび細胞
周期に関わる遺伝子群の発現を調べた。内部標準にはβ-actin を用い
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